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要約 : 現在 日本のイワナ属魚類はオショロコマ Salverinus malma アメマス S. leucomaenis および
アメマスの亜種のゴキ S.l. imbrius の ,種 +亜種に分類する説と オショロコマをオショロコマ S.
malma malma およびミヤベイワナ S.m. miyabei の ,亜種とし アメマスとアメマスの亜種のゴキをま
とめ 単にアメマス 地方名 : エゾイワナ S.l.f. leucomaenis ニッコウイワナ 地方名 : イワナ S.l.f.
pluvius ヤマトイワナ S.l.f. japonica およびゴキ S.l.f. imbrius の .タイプに分ける説もあり 分類に
は論議が絶えず統一化されていない また 日本においてイワナ属魚類はまだ形態学的特性による分類法で
は今のところ定説はない
そこで我は 既に検出法が確立されているアイソザイムやmtoDNAおよびゲノム DNAの多型に加え
新たに生化学的手法による標識因子を開発するために北海道産のイワナ属魚類を用いて 血液タンパク質お
よび筋肉タンパク質の多型座位の検索を試みた
+ 血液タンパク質型の検索
イワナ属魚類において 血清トランスフェリン Tf 型 血清エステラゼ Es 型 ヘモグロビン Hb
型および血球膜タンパク質 Cell X 型について検索し Tf型 基本バンド D F H Lおよび不顕性 o
は 3種類のうち F型が出現度 *.1+,でオショロコマに特徴的な表現型であり J型が出現度 *.3+1でア
メマス類に特徴的な表現型であった Es型では -つの領域のうちオショロコマには Eso領域 基本バンド
A Bおよび不顕性タイプ o および Eso領域 基本バンド F I Sおよび不顕性 o が アメマス類
には Eso領域 基本バンド D+ D,および不顕性 o がそれぞれ特徴的な領域であった Hb型では ,つ
の領域 および領域 に分けることができ そのうち領域 基本バンドA B に多型が認められ ア
メマス類はA型に オショロコマには B型に偏った出現度を示した Cell X型 基本バンドA B には
明確な種間的差異が検出されなかったが -つの表現型に分類することができた また オショロコマにおい
て Tf型 Es型 および領域 Hboおよび Cell X型にアメマス類においては Es型の領域に地域的
差異と考えられる表現型が検出された
, 筋肉タンパク質 Mu 型の検索
イワナ属魚類において Mu型 基本バンドA BではオショロコマはA型にアメマス類は B型に偏っ
た出現度を示した
以上のことから Tf型 Es型  および領域 Hbo領域およびMu型においてオショロコマと
アメマス類の ,グルプに分けることができる差異が検出され アイソザイムやmtoDNAなどと同様に種
間や種内の差異を明らかにできる座位の検出法が確立された
- 種間雑種個体の確認
丸瀬布町武利川で採取されたエゾイワナの +個体は 斑紋および形態的にはエゾイワナタイプであった
が Tf型およびMu型でオショロコマとアメマス類のヘテロ型と思われる表現型が検出されオショロコマ
とエゾイワナの交雑した個体と考えられた
キワド : イワナ属魚類 タンパク質多型座位 分類 生化学的標識因子 地域的変異

サケ科 Salmonidae イワナ属 Salvelinus に属する
イワナ属魚類には 体各部の比率 筋節数 鱗の形態 筋
肉の色および斑紋の色や形などの形態学的変異が認められ
ている+- またイワナ属魚類は それぞれの生息環境に対
して順応し 地域によっては異なった生態を持つ集団も多
い. そのため日本には多くの地方名があり あたかも別
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種のように名付けられたイワナも多い/
現在日本のイワナ属魚類はオショロコマ Salvelinus
malma アメマス Salvelinus leucomaenis およびアメ
マスの亜種のゴキ Salvelinus leucomaenis imbrius の ,
種 +亜種に分類する今西説 +330 と オショロコマをオ
ショロコマ Salvelinus malma malmaおよびミヤベイワ
ナ Salvelinus malma miyabei の ,亜種とし アメマス
とアメマスの亜種のゴキをまとめ 単にアメマス 地方名
: エゾイワナ Salvelinus leucomaenis f. leucomaenis
ニ ッ コ ウ イ ワ ナ 地 方 名 : イ ワ ナ Salvelinus
leucomaenis f. pluvius ヤマトイワナ Salvelinus
leucomaenis f. japonica およびゴキ Salvelinus
leucomaenis f. imbrius の .タイプに分ける説 川部浩
哉 : +323 もあり 形態学的特性による分類法では今のと
ころ定説はない
一方 生化学的遺伝形質では アイソザイム2, 3, +*, ++やミ
トコンドリア DNA mtoDNA+,, +-およびゲノム DNA+.
による分類が行われており 個体変異や地域的変異が確認
され 採取地などによるグルプ化が行われてきた しか
し グルプ化されたイワナ集団と形態学的特性によりタ
イプ分けされたイワナ集団間ではまだ整合性が見出されて
いない その原因として 形態学的にはタイプ分けされた
イワナの中間的変異も多く 生化学的に明確な地域種の存
在やそれを区別できるまでには至っていないことがあげら
れる それは 種間や種内の変異を判別できる遺伝子座位
が少ないためであり 今後さらに多くの座位が必要である
と考えられる
そこで我は 既に検出法が確立されているアイソザイ
ムやmtoDNAおよびゲノム DNAの多型に加え 新たに
生化学的手法による標識因子を開発するために北海道産の
イワナ属魚類を用いて 血液タンパク質および筋肉タンパ
ク質の多型座位の検索を試みた
材料および方法
+ 試料
供試材料は 網走管内 根室管内 十勝管内 上川管内
知床半島および利尻礼文島の河川で釣獲によって採取さ
れたオショロコマ Salvelinus malma +0.個体 アメマ
ス Salvelinus leucomaenis 計 10個体 うち 降海型 :
アメマス ..個体および河川残留型 : エゾイワナ -,個体
他に青森県等で採取されたニッコウイワナ Salvelinus
pluvius 0個体 計 +0.個体の成魚を用いた また アメ
マスとエゾイワナ区別については スモルト化しているか
否かで区別した
供試サンプルのうち 血清 血球膜およびヘモグロビン
Hb サンプルは 魚の尾静脈から血液を採取し 2,***
rpm +*分間遠心分離を行い 血清と血球に分離した後
血球と等量の蒸留水を加え	,*
 で凍結し溶血させ
-,*** rpm +*分間遠心分離を行い上清を Hbサンプル
沈殿物を血球膜サンプルとしてそれぞれ	,*
で凍結保
存した また 筋肉組織サンプルは 	2*
で凍結保存し
た
, 検出方法
 血清タンパク質型 血清トランスフェリン Tf 型
および血清エステラゼ Es 型
血清 Tf型および血清 Es型の検出法は 水平式ポリア
クリルアミドグラジェントゲル電気泳動法 HPAGE を
用いて横濱 +33* の方法+/に従い以下のように行った
ゲル調整は ゲルが ,.*,**+mmとなるように作製
し +,溶液 .溶液および 2溶液の順にゲル化させ
た また .ゲルの中間に血清試料を浸した -./,mm
の濾紙 厚さ約 *.-mm を直線になるように密着させた
泳動条件は 泳動中のゲルの温度を一定にするため循環
冷却水利用型の電気泳動装置にセットして -* mA定電流
で約 /時間泳動した
 Hb型
Hb型の検出は YOKOHAMA +33+の方法+0のアンフォ
ライトの分量を一部改変した等電点電気泳動法 IEF を
用いて行った
ゲル調整は ,3.+ポリアクリルアミド ,ml *.3N
Nメチレンビス ビス ,ml 21グリセリン +..ml
+過硫酸アンモニウム *.- ml アンフォライトおよび蒸
留水 -*mlを混合しよく溶かした アンフォライトは pH
02 LKB *.1/mlおよび pH 13 LKB ,.,/mlを用い
た 次いで減圧脱気をした後 ゲルが +0*+,**.. mm
となる大きさのゲル枠に注ぎ重合を行った
試料調整は Hbサンプルを蒸留水で適当な濃度 1/
に希釈し調整した 厚手濾紙 2+0*mm : ADVANTEC
No. /,0 を電極として使用し 極には /アンフォライ
ト pH ..*0.* LKB 液 	極には .NaOH液を用いた
サンプルを陽極側から +./ cmの位置に濾紙片 -/mm
に染み込ませてのせ +,,** V . Wの泳動条件で約 .時
間 バンドのフォカスが定まるまで行った
 血球膜タンパク質 Cell X 型
Cell X型の検出は +/SDS sodium dodecyl sul-
fate ポリアクリルアミド電気泳動 SDSPAGE によっ
て行った+1
試料調整は凍結した血球膜試料をミクロスパテル +
-程度かき出し +./mlエッペンチュブに移し 蒸留水
0,*ml +*SDS溶液 +**ml ,メルカプトエタノル +*
ml *..SDSを含む *./MTris緩衝液 pH 0.2 ,*mlおよ
びグリセリン ,**mlを加え 水浴で徐に加熱し +**

で /分間沸騰させた後 + ブロムフェノルブル
BPB 溶液を加えた後で用いた
それぞれの試料に試料を /mlずつ添加し 泳動条件は
+/mAの定電流で約 ,時間行った
染色は *.+ WV コマシブリリアントブル R
/* VVメタノル 1 VV 酢酸を含む溶液で -*
分間行い 脱色は ,* VV メタノル 1 VV 酢
酸を含む溶液で行った
 筋肉タンパク質 Mu 型
Mu型の検出は Cell X型の検出と同様の方法を用いて
行った
試料調整は 	,*
で凍結保存してあった筋肉組織サン
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プル *., gを 眼科用ハサミで時計皿上生理食塩水 +** ml
中でペスト状に細切し ポッタ型マイクロホモジェナ
イザに流し込み生理食塩水を + ml加え ホモジェナイ
ズした その後試料を +./ mlエッペンチュブに移し
-,*** rpmで +*分間遠心分離し その上清 /* ml を別の
エッペンチュブに移し 蒸留水 0,* ml +* SDS溶液
+** ml ,メルカプトエタノル +* ml *..SDSを含む
*./ MTris緩衝液 pH 0.2 ,* mlおよびグリセリン ,** ml
を加え 水浴で徐に加熱し +**で /分間沸騰させた
後 +ブロムフェノルブル BPB溶液を加えた後で
用いた
それぞれの試料に試料を +* mlずつ添加し 泳動条件
は +/ mAの定電流で約 ,時間行った染色は血球膜タン
パク質型の検出に用いた方法と同様に行った
結果および考察
+ 血清 Tf型および血清 Es型の検索
リバノル沈殿法および塩析法によって Tf成分を分離
し HPAGE法によってバンドが確認された領域を Tf領
域とし 移動の早いものから順に Tf型の基本バンドを D
F H Jおよび Lバンドと命名した また バンドが確認
されなかったものは不顕性として o と命名した 図 +
,
Tf型では .種類の魚種のうちオショロコマが最も変異
性が高く /つの基本バンドのうち Jバンドを除く .つ
D F Hおよび L が検出され また不顕性タイプ o
も認められた 検出された表現型のうち F型が *.1+,で最
も高い出現度を示し 次いで FH型が *.+,*であった
表 + また知床地区で検出された FL型およびHL型や
十勝地区で検出された不顕性型など地域に特徴的な表現型
が検出された 表 ,
アメマス エゾイワナおよびニッコウイワナ アメマス
類 では ほとんど多型が検出されず J型に偏り それ
ぞれの出現度は +.*** *.3+1および +.***であった 表
+したがってオショロコマとアメマス類の間において
明確な差異が Tf型に認められた
Es型は aoナフチルアセテトに基質特異性を示し発色
した領域を Es成分として -つの領域に分けた それぞれ
の領域の基本バンドは Eso領域では D+ D,および不顕
性タイプ o が Eso領域ではA Bおよび不顕性のタ
イプ o が Eso領域では F I Sおよび不顕性タイプ
o が確認された 図 + ,
Eso領域では オショロコマにおいて全て不顕性タイ
プ o であった
一方 アメマス類においては ,つの基本バンド D+およ
び D, が検出され アメマスでは D+ D,型が *.0//で最も
出現度が高く エゾイワナおよびニッコウイワナでは
D,型が最も出現度が高くそれぞれ *.001および *./**で
あった したがって この Eso領域ではアメマス類に変
異が多く認められた 表 - また 網走地区で検出された
D+ D,型の出現度は他の地区と比べ著しく高く 地域的
な変異であると考えられる出現度の差異が検出された
表 .
Eso領域では オショロコマにおいて ,つの基本バン
ド Aおよび B が検出され 不顕性タイプ o も認めら
れた 検出された表現型のうち o 型が *./..と出現度
が最も高く 次いでA型が *.--0であった 表 / また
上川地区で採取されたオショロコマは o型の出現度が
他の地区と比べ著しく低く 地域的な変異であると考えら
れた 表 0
一方 アメマス類には変異は認められず Eso領域と
Fig. + Electrophoretic patterns and nomenclature of
serum transferrin (Tf) type and serum esterase
(Es) type in charr ﬁsh, genus Salvelinus (by
H-PAGE method)
Remarks ; Tf type was composed of ﬁve bands
(D, F, H, J and L). Es types were classiﬁed into -
loci (Es-I, Es-II and Es-III). Number in the
brackets is examined specimens in all colle-
ctions. Each set of band patterns was represent-
ative of each locus.
Fig. , Schematic electrophoretic patterns of serum
transferrin (Tf) type and serum Esterase (Es)
type in charr ﬁsh, genus Salvelinus (by H-PAGE
method)
Remarks ; Tf type was composed of ﬁve bands
(D, F, H, J and L). Es types were classiﬁed into -
loci (Es-I, Es-II and Es-III). Each set of band
patterns was basic and representative of bands
in each locus.
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は逆に全て不顕性タイプ oであった 表 /このことか
ら Eso領域および Eso領域はオショロコマとアメマス
類を分ける座位で 相互に別の遺伝情報によって支配さ
れているものと考えられた
Eso領域では オショロコマにおいて -つの基本バン
ド F Iおよび Sが検出され また不顕性タイプ o も検
出された 検出された表現型のうち IS型および I型の出
現度が高くそれぞれ *..および *.,1,であった 表 1
また オショロコマにおいて Eso領域は IS型の出現
度が最も高く次いで I型であるが 網走地区では S型の出
現度が最も高く また根室地区では他の地区と比べて F
型の出現度が高いというような地域的変異が確認された
表 2
アメマス類において殆どバンドは確認されず不顕性タイ
プ o であった また その出現度はそれぞれ +.***
*.3+1および +.***であった 表 1 この領域には エゾイ
ワナの +個体にオショロコマに特徴的な FS型が検出され
ていることから 両種間では同一の遺伝子情報に支配され
ていると考えられた
, Hb型の検索
Hb型においては IEF法によってフォカスの定まっ
たバンドからおよび領域に分けることができた それ
ぞれの領域の基本バンドは Hbo領域では 移動の早い
ものから順にAおよび Bバンドとし Hbo領域では試
料全体の位置から陰極に移動したもので移動の早いものか
ら順に Fおよび Sバンドとした 図 -
Hbo領域では オショロコマにおいて ,つの基本バン
Table . Apperance frequency of esterase-I (Es-I) types among places of catch in Hokkaido
(Salvelinus leucomaenis)
Table / Apperance frequency of esterase-II (Es-II) types
Table 0 Apperance frequency of esterase-II (Es-II) types among places of catch in Hokkaido
(Salvelinus malma)
Table - Apperance frequency of esterase (Es) types
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ド Aおよび Bが検出され検出された表現型のうちAB
型および B型の出現度はそれぞれ *.,3-および *.1*1で
あった 表 3 また 上川地区は他の地域と異なり B型の
みが検出され地域的変異と考えられた 表 +*アメマス
類において殆どが基本バンドAが検出され -つの魚種の
表現型A型の出現度はそれぞれ +.*** *.3/,および
+.***であった 表 3
Hbo領域では イワナ属魚類 オショロコマ アメマ
ス エゾイワナおよびニッコウイワナ の全ての種におい
て基本バンド Fが検出されたが 試料 No. ,/ 網走川 : ア
メマス の +個体には基本バンド Sが検出された アメマ
スにおいては 検出された表現型の F型および FS型の出
現度はそれぞれ *.3/,および *.*.2であった 表 3
IEF法によって検出されたHbo領域および領域は
それぞれデン粉ゲル電気泳動 SGE 法+2で検出された陽
極側および陰極側のバンドに相当した サケマス類にお
ける Hb泳動像 山口克巳 : +31/では種内に明確に差異
が検出されなかったが IEF法では Hbo領域に多型が検
出された また Hbo領域には ミヤベイワナ 鹿追町よ
り譲渡 に多型が検出されている 未発表 すなわち
SGE法による分類では泳動バンドパタンを用いたもの
であったが 本報告では等電点特性の質的変異により多型
を検出することができた
- Cell X型の検索
Cell X型においては SDSPAGE法で確認されたバン
ドのうち分子質量 +1,,*+ Da付近の Hb成分以外のバンド
を Cell X領域とし 基本バンドを移動の早いものから順
にAおよび Bバンドとした 図 .
Cell X型では オショロコマ アメマスおよびニッコウ
イワナにおいて ,つの基本バンド Aおよび B が検出さ
れたがエゾイワナにおいて Bバンドのみが検出された
また 本研究で行ったイワナ属魚類のオショロコマ アメ
マス エゾイワナおよびニッコウイワナの全ての種におい
て表現型 B型の出現度が高く それぞれ *.2.2 *.23,
+.***および *.001であった 表 ++
Cell X型ではオショロコマとアメマス類の表現型の出
現度が類似し 血清 Tf型および Es型とは異なってい
た しかし 知床地区のオショロコマや網走地区のアメマ
ス類には他の地域で検出されていないAバンドが検出さ
れるという地域的差異が認められた 表 +, +-
. 筋肉タンパク質型の検索
筋肉タンパク質型 Mu型においては 分子質量 .,,.**
kDaと 00,,01 kDaの間の領域に多型が検出され その領
域で移動の早い順にMu型の基本バンドをAおよび Bバ
ンドと命名した 図 .
Mu型では オショロコマにおいて ,つの基本バンド
Aおよび Bバンド のうちAバンドのみが検出され A
型の出現度は +.***であった アメマス類では主に Bバ
ンドが検出され B型の出現度はそれぞれ +.*** *.3/,
および +.***であった 表 +.
また Mu型の表現型から オショロコマとアメマス類
Fig. - Electrophoretic patterns of Hemoglobin (Hb)
type in charr ﬁsh, genus Salvelinus (by IEF)
Remarks ; Hb-I type was classiﬁed into - types
(A, AB and B). Hb-II type was composed of ,
banes (F and S).
Table 3 Apperance frequency of hemoglobin (Hb) types
Table +* Apperance frequency of hemoglobin (Hb) types among places of catch in Hokkaido (Salvelinus malma)
石井今枝和田横濱120
において種を明確に区別できることが明らかとなった こ
の ,種間の雑種タイプのAB型が検出されていることか
ら 両種間では同一の遺伝子情報に支配されていると考え
られた
以上のことから Tf型 Es型  および領域
Hbo領域およびMu型においてオショロコマとアメマス
類の ,グルプに分けることができる差異が検出され ア
イソザイムやmtoDNAなどと同様に種間や種内の差異を
明らかにできるような座位の検出法が確立できた
/ オショロコマとアメマスの交雑個体の確認
丸瀬布町武利川で採取されたエゾイワナの +個体は 斑
紋および形態的については完全にエゾイワナタイプであっ
たが Tf型においてオショロコマ 表現型 F型とアメマ
ス類 表現型 J型 のヘテロ型の FJ型が検出され Eso
領域はオショロコマのみに特徴的な領域であるにもかかわ
らず FS型バンドが検出され Hbo領域ではオショロコ
マに特徴的な B型が検出され Mu型においては オショ
ロコマ 表現型A型 とアメマス類 表現型 B型 のへテ
ロ型のAB型であった また この個体がオショロコマと
エゾイワナの混棲ポイントで採取されたことからもオショ
ロコマとエゾイワナの交雑した個体と考えられた またこ
のような個体は アメマスタイプの個体でも検出されてい
る 未発表
Table +- Apperance frequency of blood cell protein (Cell X) types among places of
catch in Hokkaido (Salvelinus leucomaenis)
Table +, Apperance frequency of blood cell protein (Cell X) types among places of
catch in Hokkaido (Salvelinus malma)
Fig. . Electrophoretic patterns of blood cell mem-
brane protein (Cell X) type and muscular protein
(Mu) type in charr ﬁsh, genus Salvelinus (by +/
SDS-PAGE)
Remarks ; Mu type was classiﬁed into - types (A,
AB and B). Cell X type was classiﬁed into -
types (A, AB and B).
Table ++ Apperance frequency of blood cell protein (Cell X) types
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Table +. Apperance frequency of muscular protein (Mu) types
石井今枝和田横濱122
Detection of Protein Polymorphism of Charr
Fishes in the Genus Salvelinus.
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Summary : The classiﬁcation of Salvelinus in Japan has been controversial and has not been estab-
lished. According to one theory, Salvelinus is classiﬁed into two species (S. malma and S. leucomaenis)
and + subspecies (S. leucomaenis imbrius). According to another theory, S. malma is classiﬁed into two
subspecies (S. malma malma and S.m. miyabei), and S. leucomaenis, together with Salvelinus l. f. pluvius,
S.l. f. japonica, and S.l. f. imbrius. There is no established classiﬁcation of Salvelinus according to
morphological characteristics in Japan.
To develop new biochemical markers in addition to isozymes and mt-DNA and genomic DNA
polymorphism, the detection methods of which have already been established, we examined polymor-
phic loci of blood proteins and muscular proteins using Salvelinus caught in Hokkaido.
+) Examination of blood protein types
In Salvelinus, the serum transferrin (Tf) type, serum esterase (Es) type, hemoglobin (Hb) type, and
blood cell membrane protein (Cell X) type were examined. Concerning the Tf type [basic bands ; D, F,
H, L ; inapparent type (-)], the F type among 3 phenotypes was a characteristic phenotype in S. malma
(incidence, *.1+,) while the J type was a characteristic phenotype in S. leucomaenis (incidence, *.3+1).
Among the - domains of the Es type, the Es-II domain [basic bands ; A, B ; inapparent type (-)] and the
Es-III domain [basic bands ; F, I, S ; inapprent type (-)] were characteristic of S. leucomaenis. Concern-
ing the Hb type, there were two domains (I and II), and polymorphism was observed in the I domain
(basic bands ; A and B). The incidence of A was high in S. leucomaenis, and that of B incidence was
high in S. malma. The Cell X type (basic bands ; A and B) did not di#er among the species but could
be classiﬁed into - phenotypes. The appearance frequencies among local populations di#ered in S.
malma, Tf type, Es type (II and III domain), Hb-I type and Cell X type, and in S. leucomaenis, Es-I
domain.
,) Examination of the muscular protein (Mu) type
In Salvelinus, concerning the Mu type (basic bands A and B), the incidence of the A type was high
in S. malma, and that of the B type was high in S. leucomaenis.
Thus, there were di#erences according to the Tf type, Es type (I, II and III domains), Hb-I domain,
and the Mu type that allow classiﬁcation into two groups (S. malma and S. leucomaenis). The same as
for isozymes and mt-DNA, a locus deteciton method that can clarify inter- and intra-species di#erence
was established.
-) Conﬁrmation of inter-species hybrids
In a S. leucomaenis individual collected in Murii River, Tf and Mu phenotypes that appear to be
heterotypes of S. malma and S. leucomaenis were detected. This individual was S. leucomaenis by
appearance, showing no characteristics of S. malma, and therefore, may have resulted from crossing
between S. malma and S. leucomaenis.
Key Words : charr ﬁsh, protein polymorphism loci, classiﬁcation, biochemical markers, local variation
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